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宮腰均 a), b) 
要約：ヒトデオキシウリジントリホスファターゼ（dUTPase）阻害剤は 5-フルオロウラシルをベースとした化学療法との
併用剤として現在の化学療法の治療効果を改善できる可能性がある。著者は dUTPase 阻害剤の開発を目的にウラシル誘
導体の SAR 研究を行った。dUTPase を強く阻害できる骨格として N-カルボニルピロリジンまたは N-スルホニルピロリジ
ン構造を有するウラシル誘導体及び 1,2,3-トリアゾール構造を有するウラシル誘導体を見出した。その中で、化合物 14c
は非常に強いヒト dUTPase 阻害活性（IC50 = 0.067 M）且つ良好な薬物動態プロファイルを有しており、in vitro において
は HeLa S3 細胞に対し、5-フルオロ-2’-デオキシウリジンの細胞増殖抑制効果（EC50 = 0.07 M）を、また in vivo におい
ては MX-1 細胞に対し、5-フルオロウラシルの抗腫瘍効果を劇的に増強した。また著者は化合物 8a とヒト dUTPase との
共結晶構造解析を行い、新規 dUTPase 阻害剤のウラシル環と末端ベンゼンがそれぞれウラシルポケットと疎水性ポケッ
トと相互作用し、且つスタッキングし安定化することで dUTPase を阻害していることを明らかにした。これらのデータ
から、見出した化合物 14c は臨床においても 5-フルオロウラシルのようなチミジレートシンターゼ阻害剤の治療効果を劇
的に改善することが期待される。 
索引用語：デオキシウリジントリホスファターゼ、5-フルオロウラシル、チミジレートシンターゼ阻害剤 
Development of Human Deoxyuridine Triphosphatase Inhibitors for 
Combination Cancer Therapies with 5-FU 
Hitoshi MIYAKOSHIa), b) 
Abstract: Deoxyuridine triphosphatase (dUTPase) has emerged as a potential target for drug development as part of a new strategy 
of 5-fluorouracil-based combination chemotherapy. We have initiated a project to develop potent drug-like dUTPase inhibitors based 
on structure-activity relationship (SAR) studies of uracil derivatives. N-carbonylpyrrolidine- or N-sulfonylpyrrolidine-containing 
uracils and 1,2,3-triazole-containing uracils were found to be promising scaffolds that led us to human dUTPase inhibitors (14c) 
having excellent potencies (IC50 = 0.067 M) and an improved pharmacokinetic profile. The X-ray structure of a complex of 8a and 
human dUTPase revealed a unique binding mode wherein its uracil ring and phenyl ring occupy a uracil recognition region and a 
hydrophobic region, respectively, and are stacked on each other. Compound 14c dramatically enhanced the growth inhibition activity 
of 5-fluoro-2’-deoxyuridine against HeLa S3 cells in vitro (EC50 = 0.07 M) and the antitumor activity of 5-fluorouracil against 
human breast cancer MX-1 xenograft model in mice significantly. These data indicate that 14c is a promising candidate for 
combination cancer chemotherapies with TS inhibitors. 
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dUMP が更にリン酸化された deoxyuridine triphosphate
（dUTP）プールの上昇が起こる。DNA を合成する DNA
ポリメラーゼは本来の基質である dTTP と dUTP を区別で
きないため 2)、dUTPプールの上昇は必然的にdUTPのDNA
への取り込みを促し、その結果強い DNA ダメージを引き
起こす（Fig. 1）。このメカニズムは TS 阻害剤が癌細胞を
増殖抑制及び細胞死へ誘導するために重要である 3)-5)。
dUTPaseは特異的に dUTP や 5-FU を TS 阻害剤として用い











Fig. 1. 5-FU の癌細胞に対する作用と dUTPase. 







Fig. 2. Structural formula of dUTPase inhibitors. 




は弱いものの、hit 化合物として化合物 5 を見出した（Table 
3）。化合物 5（IC50 = 97 M）のアミン部位とウラシル環
か ら ア ミ ド 基 ま で の リ ン カ ー 部 位 の 更 な る
structure-activity relationship（SAR）研究を行うべく 6a-w
を合成し、そのヒト dUTPase 阻害活性を評価した（Table 3）。





った。この 2 点の性質を併せ持つ 6s（IC50 = 1.3 M）や 6w
（IC50 = 1.1 M）はヒト dUTPase に対して既知阻害剤より










シル化合物のヒト dUTPase 阻害活性は更に増強された。 
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Table 1. Human dUTPase inhibitory activity of 
amide-containing uracil derivative 5, 6a-w and reference 
compounds 1-4. 
aCalculated by ACD/LogP algorithm. bExcept compounds 1a-b,
2-3 and 5, enzyme inhibition assay are tested at 30 M or below. 
IC50 values are shown as the mean SE (n = 3). 
cReference data.
N.T. = not tested 
また、これらの誘導体は良好な lipophilicity を有していた
（Table 2）。Table 2に示すSAR研究では 7a（IC50 = 0.29 M）
に代表される S 体が eutomer（eudismic ratio = 34）であり、
非常に強い阻害活性を有していること、Thienyl 基を有す
る化合物 7j（IC50 = 0.23 M）においても非常に強い阻害
活性を有することが明らかになった。 
次に N-カルボニルピロリジン骨格の bioisostere である
N-スルホニルピロリジン骨格についても検討した（Table 
3）。興味深いことに N-カルボニルピロリジン誘導体とは




Table 2. Human dUTPase inhibitory activity of 
N-carbonylpyrrolidine-containing uracil derivatives 7a-l and 6s 
aCalculated by ACD/LogP algorithm. bIC50 values are shown as
the mean SE (n = 3) cExcept 7b, enzyme inhibition assay are 
tested at 1.0 M or below. 
Table 3. Human dUTPase inhibitory activity of 
N-sulfonylpyrrolidine-containing uracil derivatives 8a-f and 6s 
aCalculated by ACD/LogP algorithm. bIC50 values are shown as
the mean SE (n = 3) cExcept 8b, enzyme inhibition assay are 
tested at 1.0 M or below. 
３．ヒト dUTPase 阻害剤とヒト dUTPase の共結晶
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る dUTP とは全く異なる構造を有している。しかしながら
これらの化合物は非常に強いヒト dUTPase 阻害活性を有
し、その IC50 値から考察すると dUTPase によって天然基
質 dUTP とほぼ同等に認識されると考えられる（酵素阻害
アッセイにおいて dUTP の濃度は 0.1 M）。よって新規阻
害剤の dUTPase に対する作用メカニズムは非常に興味深
い。著者は阻害作用メカニズムを明らかにするため、新規
阻害剤とヒト dUTPase との共結晶の X 線構造解析を試み
た。幾つかの化合物について検討した結果、著者は強い阻
害活性を有する 8a とヒト dUTPase の共結晶取得とその X
線構造解析に成功し、高分解能（1.7Å）の共結晶構造を
得ることができた（Fig. 3）。 
Fig. 3. Binding of 8a (blue stick) in the catalytic site of human 
dUTPase. (A) Polar interactions. Distances [Å] are indicated. 
Waters are shown as small spheres. Red line depicted 
,-imino dUTP 1b in the human dUTPase: ,-imino dUTP 
1b structure (PDB code: 2HQU) superimposed on the 8a: 
human dUTPase (PDB code: 3ARA). (B) Comparison of 8a 
(blue stick) with ,-imino dUTP 1b (red stick) 
Fig. 3（A）にヒト dUTPase と 8a の共結晶構造を示す。
また Fig. 3（B）にはヒト dUTPase と,-imino dUTP（1b）
の共結晶構造（PDB code: 2HQU）26)中の,-imino dUTP
（1b）の構造を重ね合わせ、比較した。興味深いことに基










Val112 が形成する疎水ポケットは dUTPase が酵素機能を
発揮する際に C 末端ループに存在する Phe158 のフェニル
基が相互作用する空間であり、8a はこの空間とうまく相
互作用することで強い阻害能を発揮していると言える。 
４．ヒト dUTPase 阻害活性を有する 1,2,3-トリアゾー
ル骨格を持つウラシル化合物の開発 
アミド基を有するウラシル化合物の SAR 研究において
3 級アミド基を持つ 6s（IC50 = 1.3 M）が 2 級アミド基を
持つ 6q（IC50 = 16 M）に比べ約 12 倍もの強いヒト
dUTPase 阻害活性を持つことが明らかになった（Table 1）。
また 6s の NMR 実験から、d6-DMSO 中 25 C においては
二つの異性体の混合物であることが判明し（Fig. 4, 
cis :trans = 2:3）、80C においては平衡状態に達し、一つの
ピークに収束した。 
Fig. 4. Conformational preference of amide compounds 6q 
(trans) and 6s (trans and cis) 
著者は 6s の強いヒト dUTPase 阻害活性はその cis 異性





Fig. 5. Triazole-replacement strategy of compound 6s and 
molecular modification for the SAR study 
まず著者はアミド化合物である化合物 6s の 3 級アミド
基を 1,2,3-トリアゾール基へ変換し cis 配座に固定した化
合物 9a 及びその誘導体を合成し、その dUTPase 阻害活性
を評価した（Fig. 5、Table 4）。 
予測通り 1,2,3-トリアゾール誘導体である化合物 9a 
（IC50 = 1.3 M）は 3 級アミド化合物である 6s（IC50 = 1.3
M）と同等の強いヒト dUTPase 阻害活性を有していた。
またテトラメチレンリンカーを有する 9b（IC50 = 0.74 M）
も強い酵素阻害活性を有していることが明らかになった。 
  見出した 1,2,3-トリアゾール基を有する 9a-b は（1）比
較的分子量が大きいことと（2）効率良い誘導体合成が困
難であることからリード化合物としてはあまりふさわし





た（Table 5）。化合物 9a の末端ベンゼン環の一つを除いた
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化合物 11a のヒト dUTPase 阻害活性は大きく減弱した
（IC50 = >10 M）。しかしながらウラシル環とトリアゾー
ル基をテトラメチレンリンカーで連結した化合物である
11b は、活性は減弱したもののその阻害活性はある程度維
持された（IC50 = 3.5 M）。更に 11b の末端ベンゼン環で
の置換基効果を探るべく 11c-g を合成・評価したところ、
嵩高いシクロプロピルメトキシ基を末端ベンゼン環の 2
位及び 3 位に導入した誘導体（11f-g）は強いヒト dUTPase
阻害活性を有することが明らかになった（11f : IC50 = 0.39
M, 11g : IC50 = 0.21 M）。
Table 4. Human dUTPase inhibitory activity of 
triazole-containing uracil derivative 9a-b, 10a-b and tert-amide 
containing uracil compound 6s. 
aEnzyme inhibition assay are tested at 10 M or below. IC50 
values are shown as the mean SE (n = 3) 
Table 5. Human dUTPase inhibitory activity of 
triazole-containing uracil derivatives 11a-g and 9a-b. 
aEnzyme inhibition assay are tested at 10 M or below. IC50 






た。その結果 R 体である 12a（IC50 = 0.058 M）及び 12c
（IC50 = 0.029 M）は非常に強いヒト dUTPase 阻害活性を
示した。一方 S 体である 12b（IC50 = 0.87 M）及び 12d（IC50
= 0.72 M）は 11gに比べその阻害活性は減弱した（eudismic 
ratio = 15 ~ 25）。R 体が eutomer である理由は明らかではな
いが、S 体と比較して dUTPase と効率的な疎水性相互作用
をすることができるためと考えられる。 
Table 6. Human dUTPase inhibitory activity of 
triazole-containing uracil derivatives 12a-d and 11g. 








Fig. 6. The pharmacokinetic profile of 12c after oral 
administration dose at 50 mg/kg in Balb/cA mice (n=2, ♂). 
Compound 12c was administered as a solution (2.5% DMA, 
2.5% Tween80, 10% Cremophor EL). Pharmacokinetic 
parameters of 12c are shown in Table 5. M-1~4 represent 
metabolites of 12c. 
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12c の代謝物の同定には至らなかったが、著者は 12c の
代謝不安定性はそのベンジル位の代謝に起因していると
推測した。そこで 12c のベンジル位に立体選択的に水酸基
を導入した誘導体 13a（Table 7）を合成した。化合物 12c
同様、化合物 13a についてもマウスでの薬物動態試験を行
ったところ、著しく吸収性及び代謝安定性が向上している
ことが判明し、その AUC は化合物 12c の AUC に比べ 15
倍程度向上することが明らかになった（Fig. 7, Table 8）。
また、幸いにも化合物 13a のヒト dUTPase に対する強い
阻害活性は維持された（IC50 = 0.15M、Table 8）。
Table 7. Human dUTPase inhibitory activity of 
triazole-containing uracil derivatives 13a-h. 
aEnzyme inhibition assay are tested at 1.0 M or below. IC50 
values are shown as the mean  SE (n = 3). 
Fig. 7. The pharmacokinetic profile of 13a after oral 
administration dose at 50mg/kg in Balb/cA mice (n=2, ♂). 
13a was administered as a solution (2.5% DMA, 2.5% 
Tween80, 10% Cremophor EL). Pharmacokinetic parameters of 
13a are shown in Table 5. M-1~3 represent metabolites of 13a. 
Table 8. Pharmacokinetics parameters of 12c and 13a after oral 
administration dose at 50mg/kg in Balb/cA mice (n=2, ♂). 
Each compounds was administered as a solution (2.5% DMA, 
2.5% Tween80, 10% Cremophor EL). 
更に著者は化合物 13aの末端ベンゼン環 3位のアルコキ
シ基を最適化する目的で、化合物 13b-h を設計及び合成し、
そのヒト dUTPase 阻害活性を評価した（Table 7）。評価し
た化合物の内、シクロペンチロキシ基を有する 13b（IC50 = 
0.21 M）及びシクロブチルメトキシ基を有する 13h（IC50
= 0.15 M）は強い阻害活性を維持していたが、化合物 13a
より明らかに良好な化合物は見出されなかった。 




評価した（Table 9）。この中で末端ベンゼン環 4 位にフッ
素原子を導入した化合物 14c（IC50 = 0.067 M）は非常に
強いヒト dUTPase 阻害活性を示した。また、14c は 13a 同
様マウスにおいて良好な薬物動態プロファイルを示した
（Table 10）。一方、化合物 14c（eutomer）のエナンチオマ
ーである 14d（distomer）は化合物 14c よりも阻害活性が
減弱した（IC50 = 0.35 M、eudismic ratio = 5.2）。
Table 9. Human dUTPase inhibition activity of 
triazole-containing uracil derivatives 14a-d and 13a. 
aEnzyme inhibition assay are tested at 1.0 M or below. IC50 
values are shown as the mean  SE (n = 3). 
Table 10. Pharmacokinetics parameters of 14c after oral 
administration dose at 50mg/kg in Balb/cA mice (n=2, ♂).  
14c was administered as a solution (2.5% DMA, 2.5% Tween80, 
10% Cremophor EL). 
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５．新規 dUTPase 阻害剤による FdUrd の in vitro
細胞増殖抑制効果の増強作用 
著者はヒト子宮癌細胞 HeLa S3 を用い、見出した新規ヒ
ト dUTPase 阻害剤を 5-fluoro-2’-deoxyuridine（FdUrd）と併
用させることでその細胞増殖抑制増強効果の評価を検討
した。HeLa S3（24 hr）に対する 1 M FdUrd の細胞増殖




単独では弱い細胞増殖抑制効果を示した（EC50 = >22 M）。
しかしながら 8 化合物はそれよりも極めて低濃度域で
HeLa S3に対する FdUrdの細胞増殖抑制効果を劇的に増強
した（EC50 = 0.05-3.0 M）。また、この増強効果は化合物
のヒト dUTPase 阻害活性と非常に良く相関した。このこ
とから 8 化合物はそれぞれ HeLa S3 内の dUTPase を阻害
することで FdUrd の細胞増殖抑制効果を増強しているこ
とが強く示唆される。 
Table 11. The enhancing effect of dUTPase inhibitors for 
growth inhibition activity of FdUrd against HeLa S3 cells in 
vitro. 
aCytotoxity of dUTPase inhibitors against HeLa S3 cells (72 hr) 
bEC50 value shows the concentration of each dUTPase inhibitor 
that is essential to reduce T/C% (70-80%) value of FdUrd (1 
M) against HeLa S3 cells (24 hr) to the half in vitro. EC50 
values are shown as the mean  SE (n = 3).  cIC50 value shows 
dUTPase inhibitory activity as the mean  SE (n = 3). 
６．新規ヒト dUTPase 阻害剤である化合物 14c に
よる 5-FU の in vivo 抗腫瘍効果の増強作用 
著者は非常に強いヒト dUTPase 阻害活性と良好な薬物
動態プロファイルを有する化合物 14c について in vivo に
おける乳癌細胞株 MX-1 xenograft マウス皮下移植モデル
での、5-FU の抗腫瘍効果増強作用を検討した。その結果
を Fig. 8 及び Table 12 に示す。 
(A) 
(B) 
Fig. 8. (A) Efficacy of 14c for antitumor activity of 5-FU 
against breast cancer xenograft MX-1 in mice. Relative tumor 
volume (RTV) is expressed as meanSD of at least three 
independent experiments. (B) Body weight change (%) is 
expressed as meanSD. 
in vivo において化合物 14c は体重減少の上乗せなしに
5-FU の抗腫瘍効果を劇的に増強することが明らかになっ
た。一方、in vitro において化合物 14c は弱いながらも細胞
増殖抑制効果を示したが（Table 11, EC50 = 22 M）、この
in vivo 試験においては単独で抗腫瘍効果を示さなかった。 
Table 12. in vivo enhancing efficacy of 14c for antitumor 
activity of 5-FU against breast cancer xenograft MX-1 in mice. 
aTumor volume (TV) on Day 15 was calculated according to 
the following formula: TV (mm3) = (width)2(length)/2 
bRelative tumor volume (RTV) on Day 15 was calculated as the 
ratio of TV on Day 15 to that on Day 0 according to the 
following formula: RTV = (TV on Day 15)/(TV on Day 0) 
cInhibition rate (IR) of tumor growth on Day 15 on the basis of 
RTV was calculated according to the following formula: 
IR (%) = [1-(mean RTV of the treated group)/(mean RTV of the 
control group)]100 
**: p < 0.01 Dunnet test as compared with the control group. 
##: p < 0.01 Student’s t-test as compared with the 5-FU group. 










ヒット化合物であるウラシル化合物誘導体 5（IC50 = 97 
M）をきっかけに、本研究ではアミド構造または 1,2,3-
トリアゾール構造を有するウラシル化合物の SAR 研究に
より、ヒト dUTPase 阻害活性が約 1500 倍増強され且つマ
ウスにおける薬物動態プロファイルが良好な化合物 14c
を見出すことに成功した。見出された新規ヒト dUTPase
阻害剤は in vitro において TS 阻害剤である FdUrd の細胞
増殖抑制効果を、また in vivo において 5-FU の抗腫瘍効果
を劇的に増強することが明らかになった。 
更に著者は化合物 8a とヒト dUTPase との共結晶の獲得
とその解析に成功し、ヒト dUTPase の阻害様式を明らか
にした。 
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